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BAB III 
MATERI DAN METODE 
Penelitian ini telah dilaksanakan pada tanggal 3 Maret 2015 sampai dengan 
22 Agustus 2015. Penelitian dilaksanakan di Kelompok Tani Ternak Wahyu 
Agung, Desa Sumogawe, Kecamatan Getasan, Kabupaten Semarang. Ekstraksi 
dan analisis dilakukan di Laboratorium Produksi Ternak Potong dan Perah 
Universitas Diponegoro dan Balai Pelayanan Kesehatan Masyarakat Veteriner. 
 
3.1. Materi 
Materi yang digunakan dalam penelitian ini adalah 12 ekor sapi perah 
laktasi yang menderita mastitis sub-klinis (paritas II dan III, bulan laktasi 3 dan 4), 
daun babadotan (Ageratum conyzoides Linn), etanol 96%, tween 80 (polysorbate 
80), aquades, Betadine (povidone iodine 10%), Plate Count Agar (PCA), Buffered 
Pepton Water (BPW) 0,1%  dan reagen California Mastitis Test (Bovi-vet, 
Kruuse-Denmark). Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah oven, 
grinder, timbangan analitik, rotary evaporator, alumunium foil, gelas ukur, 
beaker glass, batang pengaduk, mikropipet, ultrasonic waterbath, paddle CMT 
(Kruuse-Denmark), teat dipper, botol sampel, ice box, stomacher, inkubator, 
cawan petri, tabung reaksi, pipet, pinset, bunsen, penangas air, autoklaf, lemari 
pendingin, lactoscan, colony counter, software aplikasi Statistical Product and 
Service Solution (SPSS) versi ke-19. 
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3.2.  Metode  
Penelitian ini dilakukan melalui beberapa tahapan, yaitu membuat ekstrak 
daun babadotan, membuat cairan teat dipping, recording produksi susu,  uji CMT, 
dipping puting, koleksi sampel susu, uji kandungan nutrisi susu dan uji total plate 
count (TPC). 
 
3.2.1.  Pembuatan Ekstrak Daun Babadotan dengan Pelarut Etanol 96% 
Lokasi pengumpulan tanaman babadotan berada pada Kecamatan Getasan, 
Kabupaten Semarang yang memiliki ketinggian 1500-1700 mdpl. Tanaman 
babadotan (Ageratum conyzoides Linn) yang telah terkumpul dipilih daun nya 
saja. Daun ditimbang dan diperoleh sebanyak 15.870 g kemudian dibersihkan dan 
dilayukan di tempat yang tidak terpapar sinar matahari. Daun babadotan yang 
telah layu dikeringkan di dalam oven selama 24 jam pada suhu 50
o
C. Daun 
babadotan kering yang diperoleh sebanyak 992 g (BK = 6,25%). Daun babadotan 
yang telah kering kemudian dihancurkan menjadi serbuk dengan menggunakan 
grinder. Serbuk daun babadotan (simplisia) ditimbang dengan menggunakan 
timbangan analitik. Simplisia dimasukan kedalam bejana maserasi lalu 
ditambahkan etanol 96% sampai simplisia terendam oleh etanol 96%. Penelitian 
ini membutuhkan 1,5 liter etanol untuk merendam simplisia sebanyak 300 g. 
Perendaman simplisia (maserasi) dilakukan selama 24 jam sambil sekali sekali 
diaduk, setelah 24 jam cairan hasil maserasi disaring menggunakan kapas dan 
kain kasa untuk memisahkan filtrat dan residu. Maserasi diulang sampai hasil 
filtrat mendekati warna pelarut (tersari sempurna), dalam penelitian pergantian 
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etanol 96% hanya dilakukan satu kali. Filtrat dipekatkan dengan menggunakan 
rotary evaporator pada suhu 50ºC. Ekstrak yang didapatkan dari 300 g simplisia 
sebanyak 46 g. Foto ekstraksi daun babadotan disajikan pada Lampiran 14. 
 
3.2.2.  Pembuatan Antiseptik Teat  Dipping 
 Antiseptik teat dipping dibuat dengan cara melarutkan ekstrak daun 
babadotan murni ke dalam aquades. Untuk membantu homogenisasi larutan 
ditambahkan tween 80 sebanyak 5µl sebagai sufraktan dalam proses difusi. 
Konsentrasi antiseptik dipping diperoleh dari perbandingan ml ekstrak dengan ml 
aquades.  
 5% ekstrak  = 5 ml ekstrak daun babadotan + 95 ml aquades 
 10% ekstrak = 10 ml ekstrak daun babadotan + 90ml aquades 
 15% ekstrak = 15 ml ekstrak daun babadotan + 85 ml aquades 
3.2.3.  Pemilihan Ternak Mastitis Subklinis 
 Pada tahap persiapan penelitian uji CMT dilakukan terhadap 37 ekor sapi 
perah laktasi, didapatkan 12 ekor sapi perah positif mastitis subklinis. Sejumlah 
12 ekor sapi perah tersebut diberi kode/ nomor sampling kemudian diundi secara 
acak untuk didistribusikan ke 4 kelompok perlakuan. 
 
3.2.4.  California Mastitis Test (CMT) 
 Uji mastitis dilakukan dengan mencampur 2 ml susu dengan 2 ml reagen 
CMT yang mengandung arylsulfonate di dalam paddle. Menggoyangkan paddle 
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secara melingkar horizontal selama 10 detik. Reaksi ditandai dengan ada tidaknya 
perubahan pada kekentalan susu, kemudian ditentukan berdasarkan skoring CMT 
(Tabel 5).  
 
Tabel 5. Transformasi skor CMT 
Skor CMT Deskripsi Skor dalam penelitian 
- Tidak terjadi penggumpalan 0 
+ Sedikit pengentalan dan 
menghilang dalam 10 detik 
1 
++ Pengentalan berbeda, belum 
terbentuk gel 
2 
+++ Mengental dan membentuk gel 
didasar cangkir 
3 
++++ Terbentuk gel diseluruh sample 4 
  
 Tingkat peradangan kelenjar ambing diestimasi dengan menjumlahkan skor 
CMT dari keempat puting. Skor CMT diambil sebelum perlakuan dipping dan 
sesudah dipping, kemudian dihitung persentase penurunan tingkat peradangan 
kelenjar ambing (1). 
Rumus perhitungan persentase penurunan tingkat peradangan jaringan ambing : 
Total skor CMT sebelum dipping - Total skor CMT sesudah dipping
Total skor CMT sebelum dipping
 x 100% ....... (1) 
 
3.2.5.  Recording produksi susu 
 Data produksi susu diambil mulai dari tiga hari sebelum perlakuan dipping 
dan 14 hari selama perlakuan dipping dengan mencatat produksi susu setiap 
pemerahan pagi (03.00 WIB) dan sore (14.30 WIB).  
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3.2.6.  Perlakuan dan Koleksi Sample 
Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap 
(RAL) 4 x3. Perlakuan yang diberikan adalah sebagai berikut : 
K+  : Dipping menggunakan povidone iodine 10% (kontrol positif) 
A5 : Dipping menggunakan ekstrak babadotan 5% 
A10  : Dipping menggunakan ekstrak babadotan 10% 
A15 : Dipping menggunakan ekstrak babadotan 15% 
 Sebelum memulai perlakuan sampel susu diambil untuk uji mikrobiologi 
dan uji lactoscan. Perlakuan teat  dipping dilakukan selama 14 hari, setiap pagi 
dan sore setelah proses pemerahan selesai. Masing-masing puting dicelupkan ke 
dalam cairan teat dipping sesuai perlakuan selama 10 detik. Pada hari ke 14 
dilakukan uji CMT dan pengambilan sampel susu untuk uji kandungan nutrisi 
susu dan total plate count (TPC). 
 
3.2.7.  Uji kandungan Lemak, Laktosa dan Protein Susu 
Sampel susu segar dimasukan ke dalam gelas ±20 ml. Batang besi pada 
lactoscan dicelupkan ke dalam gelas berisi yang  sampel susu, kemudian tekan 
tombol start untuk membaca kandungan nutrisi yang ada pada sampel susu. 
Tunggu beberapa saat kemudian catat hasil yang tertera pada layar lactoscan. 
 
3.2.8. Uji total plate count (TPC) 
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Langkah kerja uji TPC sesuai dengan SNI 2897:2008 yaitu sampel susu 
sebanyak 25 ml diambil secara aseptik kemudian dimasukkan ke dalam wadah 
steril. Sebanyak 225 ml larutan Buffered Pepton Water (BPW) 0,1% steril 
ditambahkan ke dalam tabung reaksi yang berisi sampel susu, kemudian 
dihomogenkan dengan stomacher. Larutan ini merupakan larutan dengan 
pengenceran 10
-1
. Untuk sampel susu yang diuji pengenceran dilakukan hingga 
pengenceran 10
-5
.  
Tujuan dari pengenceran sampel yaitu mengurangi jumlah kandungan 
bakteri dalam sampel sehingga nantinya dapat diamati dan diketahui jumlah 
bakteri secara spesifik sehingga didapatkan perhitungan yang tepat. Pengenceran 
memudahkan dalam perhitungan koloni bakteri (Fardiaz, 1993). 
Sampel susu yang telah diencerkan 10
-5
 diambil dengan pipet steril 
kemudian dimasukkan ke dalam cawan petri secara duplo. Sebanyak 15 ml Plate 
Count Agar (PCA) ditambahkan ke dalam masing-masing cawan petri hingga 
temperatur 45
0
C. Supaya larutan tercampur, cawan petri diputar membentuk 
angka delapan dan didiamkan hingga padat. Kemudian sample susu di inkubasi 
selama 48 jam dengan suhu 32
0
C dengan posisi cawan terbalik. Total koloni 
bakteri dapat dihitung dengan menggunakan alat colony counter. Total koloni 
yang didapatkan dibagi dengan faktor pengenceran (2). Uji TPC dilakukan 
sebelum perlakuan dipping dan sesudah perlakuan dipping selama 14 hari, 
kemudian dilakukan perhitungan persentase penurunan total koloni bakteri (3). 
Rumus perhitungan total koloni bakteri dan penurunan total koloni bakteri : 
Total koloni bakteri cfu/ml  = Total koloni bakteri x   
1
Faktor Pengenceran
  ........(2) 
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Persentase penurunan total koloni bakteri (%) =  
Total koloni bakteri hari ke-0 - Total koloni bakteri hari ke-14
Total koloni bakteri hari ke-0
 x 100 .....................(3) 
3.3.  Analisis Data 
Parameter total bakteri, tingkat peradangan kelenjar ambing, produksi susu 
dan nutrisi susu (lemak, laktosa, protein) dianalisis menggunakan uji komparatif 
T-test untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan sebelum dan sesudah dipping. 
Parameter persentase penurunan total bakteri dan persentase penurunan tingkat 
peradangan kelenjar ambing dianalisis menggunakan analisis ragam (anova), 
untuk mengetahui pengaruh dari perlakuan yang diujicobakan. Apabila diperoleh 
hasil yang signifikan (berbeda nyata) dengan tingkat signifikasi 5% maupun 1%, 
maka dilakukan uji beda nyata terkecil (BNT) untuk mengetahui perbedaan antar 
nilai tengah/ mean perlakuan. Data statistik diolah dengan menggunakan aplikasi 
SPSS versi ke-19 dengan model linear  Yij = µ + α + εij 
Yij = nilai pengamatan pada 3 ulangan, pengaruh utama 4 perlakuan 
I = jumlah perlakuan (4 macam) 
j = jumlah ulangan (tiap perlakuan terdiri dari 3 ulangan/sapi) 
µ = nilai rata-rata umum perlakuan 
α = pengaruh perlakuan (4 macam) 
εij = pengaruh galat dari 4 perlakuan (A5, A10, A15, K+) dan 3 ulangan/sapi. 
Hipotesis statistik yang diterapkan untuk T-Test adalah: 
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1. H0 : A5 = A10 = A15 = K+ = 0 ; tidak ada perbedaan jumlah total bakteri, 
tingkat peradangan kelenjar ambing, produksi susu dan nutrien susu (lemak, 
laktosa, protein) pada sebelum dan sesudah perlakuan dipping dengan 
ekstrak daun babadotan. 
2. H1 : A5 ≠ A10 ≠ A15 ≠ K+ ≠ 0 ; tidak ada perbedaan jumlah total bakteri, 
tingkat peradangan kelenjar ambing, produksi susu dan nutrien susu (lemak, 
laktosa, protein) pada sebelum dan sesudah perlakuan dipping dengan 
ekstrak daun babadotan. 
Hipotesis statistik yang diterapkan untuk anova adalah: 
1. H0 :  A5 = A10 = A15 = K+ = 0 ; tidak ada pengaruh dalam perbedaan 
konsentrasi ekstrak daun babadotan terhadap persentase penurunan total 
bakteri dan persentase penurunan tingkat peradangan kelenjar ambing. 
2. H1 : A5 ≠ A10 ≠ A15 ≠ K+ ≠ 0 ; ada pengaruh dalam perbedaan konsentrasi 
ekstrak daun babadotan terhadap persentase penurunan total bakteri dan 
persentase penurunan tingkat peradangan kelenjar ambing. 
  
